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Resumen

La melatonina inhibe la respuesta colinérgica aferente de los nervios
mesentéricos del yeyuno

CoNTEXTO. La acetilcolina (ACh) es el principal neurotransmisor excitatorio del
sistema nervioso entérico, regula el estado de las mucosas, las funciones motoras
y sensoriales. Debido a la importancia de la ACh en las funciones del intestino, la
busqueda de moduladores es importante. Hay evidencia que la melatonina, una
hormona que se encuentra en el intestino, puede inhibir la activacion colinérgica.
Por lo que en este trabajo se busca caracterizar farmacol6gicamente la respuesta
colinérgica de la actividad aferente de los nervios mesentéricos del yeyuno de ratén
e investigar el efecto de la melatonina sobre dicha respuesta

METODOS. En cada registro de medicion de la actividad multiunitaria de los nervios
aferentes del yeyuno de raton, se diseco un nervio, y se introdujo dentro de una
micropipeta de cristal para su registro de la actividad multiunitaria basal y durante la
aplicacion de sustancias experimentales.

RESULTADOS. La acetilcolina aumenté la actividad multiunitaria de los nervios
mesentéricos, mediante la activacion de receptores nicotinicos y muscarinicos. La
melatonina inhibié la activacion colinérgica mediante inhibicibn de receptores
nicotinicos.

CONCLUSIONES. La acetilcolina incrementa la actividad de los nervios mesentéricos
del yeyuno dependiente de la concentracion, este efecto es mediado principalmente
por receptores nicotinicos. La melatonina inhibié parcialmente la actividad nicotinica
de los nervios.

Palabras claves: Melatonina, multi-unitario, inhibicién
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Abstract

Melatonin inhibits the afferent cholinergic response of the jejunum
mesenteric nerves

BACKGROUND. Acetylcholine (ACh) is the main excitatory neurotransmitter of the
enteric nervous system, regulates motility, mucosal and sensory function. Due to the
importance of ACh in enteric functions, searching modulators is important. There is
evidence that melatonin a hormone located in the bowel inhibits cholinergic
activation. Consequently, the purpose of this work is the pharmacologic
characterization of the cholinergic activity in the afferent transmission of the
mesenteric nerves of mice jejunum and elucidate the effect of melatonin on such
activity.
METHODS. For each recording a mesenteric afferent nerve was dissected and
secured to a glass micropipette by suction, once the spontaneous multiunit nerve
spiking activity was obtained, the tissue was stabilized for 1 h before starting the
experimental phase. All the drugs were applied by extraluminal perfusion with most
wash intervals of 15 min.
RESULTS. Acetylcholine increased the multiunit nerve activity through activation of
nicotinic and muscarinic receptors. Melatonin inhibited cholinergic activation by
blocking nicotinic receptors.
CONCLUSIONS. Acetylcholine increases the mesenteric nerves activity
concentration-dependent; this effect is mediated primarily by nicotinic receptors.
Melatonin partially inhibits the nicotinic activation of the nerves.

Key word: Melatonin, multi-unit recording, inhibition
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INTRODUCCION

Sistema Nervioso Entérico

La funcidon gastrointestinal estd modulada y controlada por elementos
intrinsecos y extrinsecos del sistema nervioso autbnomo. Los elementos intrinsecos
se localizan en el sistema nervioso entérico (SNE), plexos ganglionares entre capas
musculares y la submucosa; y los elementos extrinsecos son las vias simpéaticas y
parasimpaticas que conectan al SNC con la pared intestinal y modulan reflejos
entéricos (Blackshaw et al., 2007). EI SNE esta conformado por el plexo mientérico
y el submucoso, de acuerdo a sus propiedades electrofisioldgicas hay 2 tipos de
neuronas, las neuronas “S” y las “AH”. (Galligan et al., 2000). En las neuronas S un
solo estimulo eléctrico induce potenciales postsindpticos excitatorios rapidos,
adicionalmente en las neuronas S la tetradotoxina bloquea completamente los
potenciales de accion del soma, las neuronas S son interneuronas y motoneuronas
(Bornstein and Furness, 1994)(Costa et al., 1996). Las neuronas AH fueron
denominadas asi porque presentan una hiperpolarizacion posterior a la generacién
de un potencial de accion. El potencial de accion de las neuronas AH esta mediado
en parte por corrientes de calcio consecuentemente, solo puede ser parcialmente
blogueado por la tetradotoxina, los potenciales postsinapticos excitatorios rapidos
registrados en neuronas AH estan mediados por ACh y glutamato (Galligan et al.,
2000), evidencia funcional y neuroanatdmica indica que las neuronas AH son

neuronas sensoriales (Furness et al., 1998).



El SNE posee la habilidad de modular actividades reflejas de manera casi
independiente al SNC. Las actividades regulatorias del SNE se realizan mediante la
existencia de diversos tipos de neuronas en el tracto gastrointestinal, estas
neuronas expresan diversos neurotransmisores y receptores, que permiten un
control preciso de la regulacion de las funciones intestinales. Por ejemplo las
neuronas mientéricas expresan receptores activados por neurotransmisores de
naturaleza tanto peptidica como no peptidica. Sin embargo se sabe poco acerca de
la relacién entre el papel funcional de las neuronas entéricas con la expresion de

receptores (Tack, 2000).

Receptores Colinérgicos

La acetilcolina (ACh) fue el primer neurotransmisor caracterizado en el SNC
de los mamiferos, regula diversas funciones como el paso de suefio a vigilia y
procesos de consolidacion de la memoria y de componentes emocionales, ademas
juegan un papel primordial en el control de la actividad motora. La acetilcolina se
sintetiza a partir de la colina y acetil CoA, en una reaccién catalizada por la colina
acetiltransferasa (Albuquerque et al., 2018).
Se han identificado dos tipos de receptores colinérgicos: nicotinicos (hAAChR) de
tipo ionotropico y muscarinicos (MAChR) de tipo metabotropico (Flores and Segura,

2005).



® Receptores Muscarinicos

Los receptores muscarinicos (MAChR) conforman una familia de receptores
acoplados a proteina G, consisten en 5 diferentes subtipos denominados M1 a Ms.
Tres de estos receptores (M1, M3 y Ms) se acoplan a proteinas de la familia Ggna,
mientras los 2 subtipos restantes se acoplan a proteinas de la familia Gio (Kruse et

al., 2014).

Los mAChR en el SNC regulan funciones centrales importantes incluyendo,
procesos cognitivos, de comportamiento, sensorial y motor. En el SNP modulan
procesos como la disminucién del ritmo cardiaco y el incremento de la

contractibilidad del musculo liso y secrecion glandular (Wess et al., 2007).

® Receptores Nicotinicos

Los receptores nicotinicos (NAChR) de mamiferos son pentameros que
resultan de la combinacion de subunidades que forman los componentes principales
de la estructura del sitio de union al ligando (a2, a3, a4, a6, a7, a9, y a10) y 4
subunidades estructurales (a5, B3, B4 y B5) que brindan propiedades funcionales y
farmacoldgicas Unicas a los receptores.

Existen 3 subgrupos principales, los receptores de alta afinidad a la nicotina
NAChRao4, con proteinas de unidn a a-bungarotoxina nAChRa7 y los receptores del
sistema nervioso autonomo compuesto de nAChRa3/B4 (Gahring and Rogers,

2006).



La diversidad de subunidades interactian para producir un espectro de
NAChRs que son expresados por diversos tipos celulares desde neuronas en el
SNC y SNP hasta células no neuronales que conforman musculo, piel, pancreas,
pulmoén (Albuguerque et al., 2018) queratinocitos, células cancerosas, células
inmunolégicas, células epiteliales de las vias aéreas, células endoteliales

vasculares y érganos reproductivos, entre otras (Kawashima and Fuijii, 2008).

Papel fisioldgico y funciones de la Melatonina en el intestino
La N-acetil-5-metoxitriptamina 0 melatonina es una hormona presente en

humanos, animales, plantas y microorganismos. Esta relacionada en diversos
procesos regulatorios, como ritmos bioldgicos, reflejos intestinales, proteccién
contra la inflamacion, metabolismo y reproduccion (Chen et al.,, 2011).
Anteriormente se consideraba a la glandula pineal como la Unica fuente de sintesis
de melatonina (Brzezinski, 1997). Sin embargo, tras la deteccion de las enzimas que
sintetizan la melatonina en el intestino se considerd la posibilidad de fuentes
extrapineales de sintesis de melatonina (Stefulj et al., 2001). La melatonina se
produce en el intestino a través de las células enterocromafines (Thor et al., 2007),
y también puede ser sintetizada por una variedad de células extrapineales, como
células de la medula 6sea (Conti et al., 2000), linfocitos, y mastocitos (Maldonado
et al., 2010).

En contraste con el sistema nervioso central, la funcién de la melatonina en
el intestino no es clara, existe evidencia que la melatonina juega un papel
significativo en la regulacién de la motilidad intestinal (Drago et al., 2002) y secrecion

(Chan et al., 1998), vy de proveer proteccion en diferentes condiciones



patofisiol6gicas como sindrome de intestino irritable (Tien et al., 2014), cancer (Li et
al., 2017), ulceras géstricas (Bandyopadhyay et al., 2002) , entre otras. Otro efecto
de la melatonina es la modulacion de la flora intestinal (Paulose and Cassone, 2016)
y potencial efecto antimicrobiano (Schultz et al., 2006).

Otro efecto de la melatonina es la modulacién negativa de la excitabilidad
neuronal, inhibe la contraccion de musculo liso de ileon en ratas (Reyes-Vazquez
et al.,, 1997), reduce la excitabilidad de neuronas de ganglio de la raiz dorsal
(Oliveira-Abreu et al., 2018) y bloguea corrientes nicotinicas en neuronas
submucosas (Barajas-Lopez et al., 1996)

La ACh es el principal neurotransmisor excitatorio del SNE, y la transmision
colinérgica modula diversos fenbmenos biolégicos como motilidad, secrecion, y
transmision sensorial.

Dada la evidencia de que la melatonina es un modulador negativo de la
excitabilidad, el objetivo de este trabajo es caracterizar el efecto farmacolégico de
la ACh en la actividad aferente de los nervios del intestino de ratén y el efecto de la

melatonina sobre la respuesta colinérgica.



OBJETIVOS

General

Caracterizar farmacoldgicamente la actividad aferente de los nervios mesentéricos

del yeyuno de ratén.

Especificos

e Caracterizar farmacoldgicamente la respuesta colinérgica de la
actividad aferente de los nervios mesentéricos del yeyuno de raton
e Evaluar el potencial inhibitorio de diferentes concentraciones de

melatonina sobre la respuesta colinérgica aferente.



METODOLOGIA

Animales

Durante el desarrollo de este proyecto se utilizaron 40 ratones C57BL/6 de
ambos sexos que fueron obtenidos del Instituto de Neurobiologia, Campus
Juriquilla, UNAM. Los animales tuvieron acceso a alimentos y agua ad libitum.
Todos los experimentos fueron realizados en acuerdo con el Comité de Etica del

Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica.

Preparacion del tejido

Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical, después se
realiz6 una incision en el abdomen, se extrajo el intestino manteniendo el tejido
mesentérico intacto, se colocd en solucidon de Krebs modificada cuya composicion
es la siguiente (en mM): NaCl 118.4, NaHCO3 24.9, CaCl2 1.9, MgS04 7H20 1.2,
KH2PO4 1.2, KCI 2.3, D-glucosa 11.7, que fue gasificada continuamente con 95%
02y 5% CO2. Se removié un segmento de aproximadamente 4 cm de yeyuno, se
lavé internamente con una jeringa que contenia solucion de Krebs modificada y se
coloco en la camara de registro que cuenta con perfusion extraluminal continua por
gravedad de solucién de Krebs modificada a una velocidad de 7 mL/min y una
temperatura controlada de 33 a 34°C. El segmento de yeyuno también fue
perfundido intraluminalmente a un flujo de 150 pL/min utilizando una bomba
peristaltica con solucion de Krebs modificada manteniendo los extremos del
segmento atados a los tubos de la camara de registro con hilo de seda.

Posteriormente se realizé la microdiseccion de un nervio mesentérico, se corto el



extremo distal del nervio y mediante succion se introdujo el nervio a una micropipeta
de cristal obteniendo un sello con el tejido perineural y adiposo, finalmente se
obtiene el registro extracelular de los potenciales de accion (actividad multiunitaria

aferente) del nervio disecado.

Registro multiunitario del nervio mesentérico

La micropipeta se acoplé a un cabezal (NL. 100, Digitimer Ltd) se amplificaron
y filtraron las sefales eléctricas mediante un amplificador NL104 y un filtro NL125
(Digitimer Ltd). La actividad eléctrica fue registrada en una computadora utilizando
el software Spike2 (Cambridge Electronic Design). Una vez que se obtuvo actividad
espontanea del nervio, el tejido se dejé estabilizar por 1 hora antes de empezar la
fase experimental. Todos los farmacos fueron aplicados al menos por duplicado en

la perfusiéon extraluminal a diversos tiempos con intervalos de lavado de 15 minutos.

Andlisis de los datos

La actividad multiunitaria aferente fue cuantificada como los eventos con
amplitud mayor que el doble del ruido basal. La respuesta a farmacos fue medida
por el cambio de la media de la actividad en un periodo de 100 s (en el pico) menos

la frecuencia basal medida durante 100 s.

Los farmacos fueron comprados en Sigma-Aldrich. El stock de soluciones de
melatonina 1 My atropina 100 mM fue preparado en DMSO como solvente, mientras

que la acetilcolina 1 M, hexametonio 1M y nicotina 1M en agua destilada.



RESULTADOS

La acetilcolina aumenta la actividad multiunitaria de los nervios mesentéricos

del intestino delgado de ratén

Se caracterizo el efecto de la acetilcolina sobre la actividad aferente del
intestino. Se midio6 la actividad multiunitaria y se evalud la repuesta colinérgica y su
dependencia con la concentracion, realizando aplicaciones extraluminales
sucesivas de ACh (10-10000 puM). Cada aplicacion se llevd a cabo por 3 min
iniciando con las concentraciones bajas, el tiempo de lavado entre dos aplicaciones
sucesivas fue de 15 min con solucion de Krebs modificada; con este protocolo
obtuvimos un incremento de la actividad multiunitaria inducido por ACh, de manera
dependiente de la concentracién (ECso = 298.2 uM). Posteriormente decidimos
caracterizar la participacion de los dos receptores colinérgicos (nicotinicos vy

muscarinicos) que estan involucrados en la actividad obtenida (Fig. 1).

La respuesta colinérgica de los nervios mesentéricos esta mediada por
receptores nicotinicos y muscarinicos

Se investigo la proporcién y tipo de receptores colinérgicos que participan en
la respuesta de los nervios mesentéricos aferentes. Se realizaron aplicaciones
sucesivas de ACh 1 mM (concentracion submaxima) hasta obtener 3 respuestas
estables (respuesta control inicial), posteriormente se pre-aplic6 hexametonio

(antagonista selectivo de los receptores nicotinicos, 1mM) durante 5 min, después



se co-aplicd hexametonio 1 mM y ACh 1 mM, finalmente se realiz6 un lavado de 15
min con solucién de Krebs modificada y se aplic6 ACh 1 mM (respuesta control
final). EI hexametonio inhibié en promedio el 63.85% SEM= 8.582 de la actividad
inducida por ACh, (n= 3-5) la actividad multiunitaria remanente esta mediada por
receptores muscarinicos, estos resultados fueron comprobados mediante la pre-
aplicacion de hexametonio 1 mM durante 5 min para bloquear la actividad nicotinica
y posteriormente se co-aplic6 hexametonio 1 mM mas atropina 1 pM (inhibidor no
selectivo de los receptores muscarinicos) durante 3 min y se observé una inhibicién
del 90.92%, SEM= 9.226 (n= 3-5) de la actividad multiunitaria total inducida por

ACh (Fig. 2).

La melatonina inhibe la actividad inducida por ACh en los nervios

mesentéricos

Se probo el efecto de la melatonina sobre la actividad inducida por ACh 100
uM y 1mM concentraciéon menor a la EC50 y submaxima respectivamente, se pre-
aplicé melatonina (0.01-1000 puM) por 5 min y posteriormente se co-aplicd
melatonina con ACh durante 3 min. La melatonina disminuy6 la respuesta a
acetilcolina de una manera dependiente de la concentraciébn alcanzando una
inhibicion maxima de 63.08%, SEM=7.3 n=2-7 para 100 uM de ACh y de 70.76%,

SEM= 10.25 n= 3-6 para 1 mM de ACh (Fig. 3).
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La melatonina no presento efecto sobre la actividad aferente del nervio

mesentérico

Debido a que la melatonina fue capaz de modular negativamente la actividad
aferente inducida por ACh, se evaluo el efecto de la melatonina sobre la actividad
basal del nervio mesentérico. Se midio la actividad aferente basal de los nervios
mesentéricos y se aplicd de manera extraluminal diversas concentraciones de
melatonina (0.01-1000 pM) por 5 min. La melatonina no tuvo efecto sobre la

actividad basal del nervio (Fig. 4).

La melatonina inhibié la actividad inducida por nicotina en los nervios

mesentéricos

Los receptores nicotinicos son los principales mediadores de la respuesta
colinérgica en el intestino, por lo que se evalud la capacidad de inhibicién de la
melatonina sobre estos receptores. Para ello se realizaron aplicaciones de nicotina
10 uM durante 3 min y después co-aplicamos nicotina y melatonina (0.1-1000 uM)
y observamos una inhibicion de la actividad multiunitaria inducida por nicotina con
un promedio de 30.98% SEM= 6.6 para melatonina 300 uM y de 73.84% SEM= 4.3

para melatonina 1 mM. n=2 a 9 (Fig. 5).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos durante este proyecto contribuyen al conocimiento
de la participacion de los receptores colinérgicos en la respuesta multiunitaria
aferente del intestino delgado del ratdbn y muestran que la ACh aumenta la
frecuencia de disparo de los nervios mesentéricos y mas de la mitad de este efecto
esta mediado por receptores nicotinicos. La melatonina modula la respuesta
nicotinica mediante el bloqueo de receptores nicotinicos dependiendo de la
concentracion, estos hallazgos podrian explicar al menos de manera parcial el
mecanismo de accion de la melatonina en el efecto antinociceptivo entérico

previamente reportado.

La curva concentracion respuesta de ACh sobre la actividad multiunitaria
aferente de los nervios mesentéricos muestra un comportamiento dependiente de
la concentracion (ECso = 298.2 uM) lo cual coincide con resultados reportados
anteriormente por Zhou et al. (2002) en neuronas mientéricas de cobayo con una
ECso = 242 pM. Estos resultados apoyan la importancia de los receptores
colinérgicos en la transmision sinaptica que modula diversas funciones en el sistema
nervioso entérico. Ademas, pudimos caracterizar el tipo de receptor involucrado en
la respuesta colinérgica, haciendo uso de los antagonistas colinérgicos
hexametonio y atropina, mas de la mitad de la respuesta colinérgica esta mediada
por receptores nicotinicos, esto puede correlacionarse con la evidencia de que la
mayoria de las neuronas mientéricas reciben potenciales postsinapticos excitatorios

rapidos a través de los nAChRs (Browning and Lees, 1996). Posteriormente
12



investigamos el efecto de la melatonina una molécula moduladora de la respuesta
nicotinica que se ha mostrado tener un papel en la modulacion de las respuestas

nociceptivas en el sistema nervioso entérico,

La melatonina inhibié parcialmente la actividad multiunitaria inducida por ACh
de manera dependiente de la concentracion alcanzando un promedio de inhibicion
del 70% este similar a lo observado por Barajas-Lépez et al., (1996) donde
reportaron una inhibicién del 80% de las corrientes nicotinicas inducidas por ACh
en neuronas del plexo submucoso de cobayo (Barajas-Lopez et al., 1996). En
concordancia, el trabajo reportado por (Oliveira-Abreu et al., 2018) mostré que la
melatonina reduce la excitabilidad de las neuronas del ganglio de la raiz dorsal, y
refuerza el papel inhibitorio de la melatonina, pero mediante un mecanismo diferente
ya que el luzindol (antagonista no selectivo de los receptores de melatonina)
bloque6é el efecto inhibitorio reportado. Adicionalmente, Scott et al., (2010)
reportaron una reduccioén en la excitabilidad neuronal en el SNC. En este estudio la
melatonina redujo la excitabilidad neuronal a través de la modulacion de la
transmision GABAergica. Ya que la melatonina modula otros receptores cys-loop
como los nicotinicos (Barajas-L6pez et al., 1996) y los 5-HT3 (Thor et al., 2007),
seria interesante evaluar el efecto de la melatonina sobre la transmision
GABAergica en el intestino pues existen patologias cuya etiologia involucra una
alteracion de la excitabilidad neuronal, como el Sindrome de Intestino Irritable y
Enfermedad Inflamatoria del intestino. (Seifi et al., 2014).

Por otra parte, se encontr6 que la melatonina no tiene efectos sobre la

actividad basal de los nervios mesentéricos con las concentraciones probadas. De
13



manera similar la melatonina no afecta la actividad miogénica basal del intestino de
pez dorado (Velarde et al., 2009); contrario a esto (Drago et al., 2002) report6é que
la melatonina a dosis bajas de 1 a 10 pg/kg aumenta la actividad mioeléctrica basal
del intestino, pero el efecto es abolido a concentraciones altas 100 o 1000 pg/kg;
esta discrepancia puede deberse a que los registros que llevaron a cabo, eran de
actividad eléctrica muscular en un modelo in vivo y en nuestras condiciones
aislamos el efecto sobre la actividad eléctrica aferente de los nervios mesentéricos
en un modelo in vitro, de tal manera que es necesario probar el efecto de la

melatonina sobre la contraccion del intestino delgado.

El mecanismo mediante el cual la melatonina bloquea a los receptores
nicotinicos no ha sido dilucidado completamente; sin embargo la serotonina
(precursor de la melatonina) también inhibe a los nAChRs
(Nakazawa et al., 1995)(Grassi et al., 1993)
Este efecto es dependiente del voltaje por lo que se sugiere que el antagonismo se
lleva a cabo mediante la uniéon de la serotonina a un sitio cercano a la boca del
canal, o por el bloqueo de los poros abiertos (Barajas-Lépez et al., 2001).
La melatonina y la serotonina son similares estructuralmente, se especula que
comparten el mismo mecanismo descrito. El efecto inhibitorio de la melatonina es
sensible a la apamina lo que indica que la inhibicidbn también podria actuar a través
de los canales de K* activados por Ca?*(Reyes-Vazquez et al., 1997).

Para continuar con la investigacion del efecto modulador negativo de la

respuesta nicotinica de los nervios mesentéricos del raton es importante utilizar

14



inhibidores especificos de los receptores a melatonina y también evaluar el efecto

de la melatonina en presencia de apamina.
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CONCLUSIONES

La acetilcolina incrementa la actividad de los nervios mesentéricos del
yeyuno de ratén de manera dependiente de la concentracion.

La respuesta colinérgica en los nervios del yeyuno esta mediada
principalmente por receptores nicotinicos

La melatonina inhibe parcialmente la actividad nicotinica de los nervios

mesentéricos.

16



Lista de Figuras

‘N

L 100

=

> 804

Q

[

— 60+

(D]

©

= 40+

©

o

B 20

o

< 0 T T T 1
10° 101 102 10°3 104

Acetilcolina (M)

Fig. 1. La acetilcolina aumento la actividad multiunitaria aferente de los
nervios mesentéricos de manera concentracién dependiente.

La curva muestra la actividad multiunitaria de los nervios aferentes del yeyuno de
raton en respuesta a la aplicacion extraluminal de ACh a diferentes concentraciones
(10-10000 puM). Los datos representan la media y las lineas asociadas a cada circulo

el S.E.M., n=3-5.
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Fig. 2. La respuesta colinérgica de los nervios mesentéricos de yeyuno de
raton es mediada principalmente por receptores nicotinicos

Hexametonio 1 mM inhibe el 60% de la respuesta inducida por acetilcolina 1 mM,
mientras que hexametonio 1 mM mas atropina 1 UM inhibe 100% del total de la

respuesta. n= 3-5.
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de pendiente de la concentracion.

Efecto de inhibicion de melatonina (0.01-1000 uM) sobre la respuesta producida por
acetilcolina 100 uM n=3-6. Efecto de inhibicion de melatonina (0.01-1000 uM) sobre
la repuesta producida por acetilcolina 1 mM n=2-7. Cada circulo representa la media

y las lineas asociadas a cada circulo el S.E.M
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Fig. 5. La melatoninainhibe la respuesta nicotinica de manera dependiente de
la concentracion.

Efecto de la aplicacion de melatonina (0.01-1000 uM) sobre la actividad basal del
nervio inducida por 10 uM de Nicotina. SEM= 6.6 para melatonina 300 uM y de
73.84% SEM= 4.3 para melatonina 1 mM. n= 2 a 9. Cada circulo representa la media

y las lineas asociadas a cada circulo el S.E.M
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